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摘要    全球范围内, 高频次、大范围暴发的蓝藻水华对淡水水体环境造成严重影响. 微
囊藻因其在生长特别是衰亡过程中向水体释放微囊藻毒素而威胁人类健康. 因此, 分析其
产毒株及非产毒株在环境样品中的组成, 建立产毒蓝藻的预报及评价体系显得极为重要. 
本文采用荧光原位杂交技术结合流式细胞技术实现对环境样品中产毒藻株的鉴别与定量. 
针对目标基因 mcyA 设计的、以地高辛标记的双链 DNA 探针可有效应用于产毒微囊藻
FACHB 905和 PCC7806的鉴别. 分别对来自滇池、太湖和关桥的 11个样品进行分析显示, 
该方法与传统的形态学鉴定及 PCR 方法有较好的匹配. 荧光原位杂交技术与流式细胞相
结合可有效鉴别产毒与非产毒微囊藻, 尤其可以对野外样品中产毒与非产毒藻株进行简
便、可视化地鉴别, 从而达到对产毒微囊藻水华早期预警的目的. 
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随着经济的快速发展等诸多因素, 藻类水华已
成为全球淡水湖泊面临的严重问题. 有毒蓝藻水华
对人类健康及地表水生态质量造成威胁. 各种蓝藻
毒素中, 肝毒素较神经毒素等更为常见, 其在微囊藻
(Microcystis)、鱼腥藻 (Anabaena)和浮颤藻 (Plankto- 
thrix)等蓝藻中均有发现. 在中国, 最常见的优势种
是微囊藻, 其产生的微囊藻毒素为环肽肝毒素. 有毒
蓝藻水华引起的中毒事件已有报道[1,2]. 微囊藻毒素
在淡水湖泊中的广泛存在、急性毒性及促肿瘤等特性
迫切要求建立快速预测有毒蓝藻水华的有效方法.  
目前测定微囊藻毒素的方法有多种[3], 但用于定
量鉴别野外样品中产毒、非产毒微囊藻的方法却鲜有
报道. 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱(MALDI- 
TOF MS)可有效应用于单群体中微囊藻毒素的鉴别
并能提供有毒蓝藻水华的早期预警, 但该仪器价格
十分昂贵不能满足高频次的监测[4]. 聚合酶链式反应
(PCR)已成功应用于微囊藻毒素合成基因丛 mcy 的检
测, 同时能够区分实验室培养和野外样品中有毒株
及无毒株[5~7]. 此外, 定量 PCR 技术(QRT-PCR)也已
应用于微囊藻和颤藻的鉴别[8~10]. Ingmar 等人[11]成功
地将 rRNA ITS-DGGE(rRNA-internal transcribed spacer 
denaturing gradient gel electrophoresis)用于湖泊中产
毒、非产毒微囊藻群体的鉴定.  
在众多的分析微生物的分子生态学方法中, 原
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位杂交(ISH)及荧光原位杂交(FISH)技术已广泛应用
于复杂体系中微生物的监测[12,13]. 目前, ISH 和 FISH
技术已成功用于蓝藻(Cyanobacteria)、原绿球藻(Pro- 
chlorococcus)和微微型真核藻 (Picoeukaryotes)的研 
究[14~16]. 而近年来, 流氏细胞术(FCM)因可以快速、
准确地检测小颗粒物质, 从而存在潜在定性及定量
检测环境中微生物种群的功能而倍受关注[17]. 尽管
ISH 和 FISH 技术在复杂的微生物群落中适合蓝藻的
定量检测, 但仍需对一些新的技术进行尝试, 它们与
FCM 相结合可用于高通量分析.  
本文采用荧光原位杂交技术结合流式细胞技术,
实现对环境样品中产毒藻株的鉴别与定量. 首先, 以
实验室培养的已知产毒株和非产毒株, 评估 FISH 鉴
别产毒株和非产毒株的能力; 其次, 测试实验室培养
样品及野外样品以解决样品收集及杂交过程中细胞
丢失的问题; 最后, FISH 和 FCM 相结合用于评估湖
泊中产毒微囊藻含量, 选取的湖泊有: 滇池(昆明), 
太湖(无锡)和官桥池塘(武汉). 该方法可准确解决自
然环境中哪些微囊藻产毒及产毒量的问题.  
1  材料与方法 
1.1  藻株与培养基 
藻种相关信息见表 1. 实验选用 3 株纯微囊藻 
藻株来自中国科学院水生生物研究所淡水藻种库
(FACHB-collection, 武汉, 中国), 一株来自法国巴士
德藻种库(Pasteur Culture Collection, PCC, 法国). 各
藻株在光强 20 µE/m2·s, 温度(25±1)℃, 光周期 12 h︰
12 h 的 BG11 完全培养基中培养. 
1.2  仪器与试剂 
高效液相色谱仪(LC-10AS, 日本岛津), 96 孔酶
标板(Costar, USA), 酶标仪(Bio-Rad 550, USA), 超声
波细胞粉碎机(JY92-2D, 宁波), 荧光显微镜(NIKON, 
Eclipse E600, Japan), 流式细胞仪(Epics Altra, Coulter, 
Beckman, USA).  
单克隆抗体于本实验室研制[18]. 高效 DNA 地高
辛标记和检测试剂盒Ⅰ(DIG high prime DNA Labeling 
and Detection Starter KitⅠ)及 FITC 标记抗地高辛 Fab 
片段(Anti-Digoxigenin-Fluorescein (Fab fragments))均
购自Roche 公司(USA). 超纯水(18.2 MΩ·cm, Millipore, 
Molsheim, France). 其他试剂均为色谱纯及分析纯.  
1.3  样品采集及微囊藻形态特征分析 
以浮游植物网(20 µm 孔径)采集 2007 年夏季湖
泊藻样, 进行群体分离及形态特征分析, 发现其优势
种为微囊藻(表 1). 部分样品以 5%甲醛固定, 黑暗保
存, 进一步检测其群体组成, 胶鞘特征, 其余样品用
于原位杂交. 
1.4  微囊藻毒素检测 
高效液相色谱法: 流动相采用甲醇-磷酸盐缓冲
液(0.05 mol/L KH2PO4 用 20%磷酸调节 pH 至 3.0)按 
 
表 1  藻种相关信息 
编号 来源 采集时间 形态 
Microcystis aeruginosa FACHB 905 滇池, 中国 – 单细胞 
Microcystis aeruginosa PCC7806 巴斯德研究所, 法国 – 单细胞 
Microcystis aeruginosa FACHB469 – – 单细胞 
Microcystis wesenbergii FACHB 929 滇池, 中国 – 单细胞 
Dianchi525 滇池, 昆明 2007-05-25 群体 
Dianchi611 滇池, 昆明 2007-06-11 群体 
Dianchi709 滇池, 昆明 2007-07-09 群体 
Dianchi805 滇池, 昆明 2007-08-05 群体 
Dianchi819 滇池, 昆明 2007-08-19 群体 
Taihu708 太湖, 无锡 2007-07-08 群体 
Taihu728 太湖, 无锡 2007-07-28 群体 
Taihu806 太湖, 无锡 2007-08-06 群体 
Taihu819 太湖, 无锡 2007-08-19 群体 
Guanqiao713 官桥池塘, 武汉 2007-07-13 群体 
Guanqiao822 官桥池塘, 武汉 2007-08-22 群体 
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60︰40(体积比)混合, 流速 1 mL/min, 紫外检测波长
238 nm. 
酶联免疫法(ELISA): 采用间接竞争酶联免疫吸
附实验法[19].  
1.5  DNA 模板的制备 
用于 PCR扩增的特异引物由Rantala等人[20]设计: 
mcyA-Cd1F(5′-AAAATTAAAAGCCGTATCAAA-3′), 
mcyA-Cd1R(5′-AAAAGTGTTTTATTAGCGGCTCAT-
3′). 非特异探针引物设计如下: Forward: 5′-TCCAG 
CAACACCAATAGGA-3′; Reverse: 5′-AGGTCGTTG 
TGGTTATCCT-3′. PCR 反应条件为: 94℃反应 30 s, 
94℃变性 10 s, 56℃退火 30 s, 72℃延伸 1 min, 35个循
环, 72℃ 3 min, 4℃保存. PCR产物用 PCR clean-up kit
进行纯化以清除过量的引物及核苷, 并以琼脂糖凝
胶电泳进行分析 . 260 nm 波长光吸收值定量检测
PCR 片段, 以这些片段作为地高辛标记的模板.  
1.6  DNA 模板的随机引物地高辛标记 
使用高效 DNA 地高辛标记和检测试剂盒Ⅰ进行
PCR 片段的地高辛标记, 具体步骤如下: 1 µg PCR 产
物与无菌双蒸水加入反应管中使终体积为 16 µL, 
DNA 在沸水中变性 10 min 后立即置于冰水浴中. 4 
µL 变性 PCR 产物加入高效地高辛引物、混合并低速
离心, 混合物在 37℃下反应 1 h, 65℃加热 10 min 终
止反应. 标记的 DNA 片段−20℃保存.  
1.7  细胞预处理 
培养细胞: 将 1 mL培养藻细胞(约 1×105 个细胞)
转移至 1.5 mL 离心管中. 野外样品: 群体细胞以超
声波方法解聚成单细胞. 藻细胞以 5000×g离心 3 min, 
吸掉上清, 用 1 mL 缓冲液(pH 7.8)洗细胞 3 次, 然后
用 2%多聚甲醛和 0.5%戊二醛(Sigma)固定细胞 1 h. 
将固定的细胞涂于以 1%多聚赖氨酸(Sigma)处理过
15 min 并晾干的盖玻片上, 细胞在 45℃下干燥 5 min
后以冰乙醇骤冷逐级脱水[50%, 60%和 96%(体积比)], 
每步 3 min. 空气干燥再以 30 µL 溶菌酶(终浓度为
0.25 g/mL) 37℃消化细胞壁 30 min. 蒸馏水淋洗后细
胞再以乙醇逐级脱水.  
1.8  原位杂交 
地高辛标记探针用于全细胞杂交的方法基于 
Amann 等人[21]的相关描述. 经预处理干燥过的标本
中加入 20 µL 杂交缓冲液[0.9 mol/L NaCl, 20 mmol/L 
Tris-HCl, pH 7.5, 0.1% SDS(重量/体积)于 37℃培养
30 min. 然后加入 2 µL/片变性地高辛标记的探针(终
浓度为 25 ng/mL). 杂交反应在 37℃反应 4 h 或过夜. 
杂交反应结束后以洗液淋洗, 然后用 100 mL 封闭液
37℃封阻 30 min; 加入 20 µL 的抗体溶液 37℃反应
30 min, 用洗涤液在室温黑暗下洗涤 2 次, 每次 15 
min. 以 20 mL 反应缓冲液平衡反应 2~5 min, 再加入
10 µL Anti-DIG-Fluorescein 黑暗中反应 3 h. TE 缓冲
液终止反应, 指甲油封片. 荧光显微镜观察并照相.   
1.9  流式细胞技术 
用流式细胞术检测荧光原位杂交标记好的样品, 
激发波长为 488 nm, 通过 530/30 nm(绿色荧光, FITC
标记)和 650 nm(红色荧光, 自发荧光)带通滤片检测
荧光强度信号, 为使样品达到相近浓度, 样品以 PBS
稀释. FCM 图谱以 CYTOWIN 软件进行分析.  
2  结果 
2.1  探针设计及实验室培养纯藻株的应用 
为建立原位鉴别有毒及无毒微囊藻藻株的方法, 
设计合适的探针是必要的, 本实验设计的探针以微
囊藻毒素合成基因mcy为目标. 基于应用范围及标记
策略, 目前已有多种探针可用于原位杂交, 随机引物
合成及切口平移法是目前应用最多的双链 DNA 片段
标记的方法. 采用随机引物标记双链 DNA 为探针, 
模拟实验室培养系统中有毒及无毒微囊藻藻株. 特
异性探针及非特异性探针分别用于杂交实验, 以非
特异性探针标记的藻株将显示红色自发荧光, 而以
特异性探针标记的产毒微囊藻株将显示明亮的绿色
荧光. 铜绿微囊藻(Microcystis aeruginosa)FACHB905
和 PCC7806 作为阳性对照, 惠氏微囊藻(Microcystis 
wesenbergii)FACHB929及铜绿微囊藻FACHB469作为
阴性对照, 高效液相色谱(HPLC)及 ELISA 结果显示
了上述微囊藻的产毒及非产毒特性(表 2).  
图 1 显示了以特异性探针标记的产毒微囊藻
FACHB905 和 PCC7806 的明亮绿色荧光(图 1(A)和
(B)), 及非产毒微囊藻 FACHB929 的自发红色荧光
(图 1(C)).  
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2.2  FISH 用于野外样品中产毒及非产毒微囊藻藻
株的鉴别 
群体微囊藻源于滇池、太湖和关桥池塘, 样品采
集时间大多集中于微囊藻为优势种季节, 即 2007 年
7~8 月, 微囊藻的优势种主要包括惠氏微囊藻、绿色
微囊藻(Microcystis viridis)和铜绿微囊藻, 不同湖泊、 
不同阶段优势种的比例有所差别 (表 3). 其中除
Dianchi525 样品外, 滇池水华中藻类主要优势种为惠
氏微囊藻和绿色微囊藻, 太湖水体中惠氏微囊藻为
主要优势种, 其次为铜绿微囊藻. 图 2 显示了不同微
囊藻的形态差异. 
由于微囊藻常以群体形式存在[22,23], 采用超声 
 
表 2  毒素含量 
HPLC ELISA 藻种(毒素类型) 
单位体积(µg/mL)  细胞干重(µg/mg)  单位体积(µg/mL) 细胞干重(µg/mg) 
M. aeruginosa FACHB 905     
MC-RR 4.73 2.45   
MC-LR 2.03 1.01   
总毒素  6.98 3.60 5.38 2.88 
M. aeruginosa PCC7806     
MC-RR 3.75 0.54   
MC-YR 0.24 0.03   
MC-LR 11.06 2.13   
总毒素 14.92 2.67 18.96 3.40 
M. wesenbergii FACHB 929 未检测到  未检测到  
M. aeruginosa FACHB 469 未检测到  未检测到  
 
 
 
图 1  培养样品杂交后荧光图像 
(A) 铜绿微囊藻 FACHB905; (B) 铜绿微囊藻 PCC7806; (C) 惠氏微囊藻 FACHB 929. 比例尺: 5 µm 
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表 3  滇池、太湖、官桥池塘样品中不同优势种群微囊藻比例 
样品 惠氏微囊藻(%) 绿色微囊藻(%) 铜绿微囊藻(%) 其他(%) 
Dianchi525 60 20 20 <1 
Dianchi611 50 50 <1 <1 
Dianchi709 50 50 <1 <1 
Dianchi806 45 50 5 <1 
Dianchi819 50 50 <1 <1 
Taihu708 70 <1 30 <1 
Taihu728 70 <1 30 <1 
Taihu806 95 <1 5 <1 
Taihu819 70 <1 20 10 
Guanqiao713 80 <1 20 <1 
Guanqiao822 50 <1 40 10 
 
 
 
图 2  优势微囊藻形态特征 
(A) 鱼害微囊藻(Microcystis ichthyoblabe)来自太湖; (B) 惠氏微囊藻来自太湖; (C) 史密斯微囊藻(Microcystis smithii)来自官桥池塘; (D) 
绿色微囊藻来自官桥; (E) 绿色微囊藻来自滇池; (F) 水华微囊藻(Microcystis flos-aquae 来自太湖; (G) 铜绿微囊藻来自太湖; (H) 鱼害微 
囊藻来自官桥池塘. 比例尺: 10 µm 
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方法将群体细胞解聚为单细胞. 图 3 显示了 FISH 标
记滇池、太湖及关桥样品的结果, 对照及非特异性探
针结果显示无交叉反应, 而特异性探针标记观察到
象征性信号.  
2.3  流式细胞检测 
首先对实验室培养的已知产毒特性的藻株进行
研究, 测试 FISH 与流式细胞术相结合检测有毒及无
毒微囊藻的可行性. 选择两株产毒藻株(M. aeruginosa 
PCC7806, M. aeruginosa FACHB 905)和两株非产毒
株(M. aeruginosa FACHB 469, M. wesenbergii FACHB 
929), 将产毒株与非产毒株按 1︰1 混合(即 M. aeru- 
ginosa PCC7806: M. aeruginosa FACHB 469=1︰1, M. 
aeruginosa FACHB 905 ︰ M. wesenbergii FACHB 
929=1︰1), 然后以 FISH与流式细胞术相结合检测产
毒比例, 结果产毒比例分别为 46.42%和 45.69%, 接
近 50%.  
接着进行野外样品中产毒微囊藻的检测, 来自
滇池、太湖、关桥池塘的样品以特异性探针进行杂交, 
阳性信号(绿色荧光)显示了高于阴性对照 6~56 倍的
信号强度(图 4), 这种特异、非特异荧光比例达到
6~56 倍的差异足以区分阳性及阴性信号, 也就是说
这种信号的差别足以区分有毒及无毒微囊藻藻株 . 
表 4 清楚地显示了不同样品来源的微囊藻产毒情况. 
上述结果表明, FISH 及流式细胞术相结合能有效
地鉴别实验室培养及野外样品中产毒及非产毒微囊藻. 
 
 
 
图 3  野外样品杂交后荧光图像 
(A) Dianchi819; (B) Taihu819; (C) Quanqiao822; (D) Dianchi806. 比例尺: 5 µm 
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3  讨论 
迄今, 国内外检测 MCYSTs 的方法已有多种, 
包括小鼠生物体法、高效液相色谱法(HPLC)、液-质
联用法(HPLC-MS)、薄层层析法(TLC)、毛细管电泳
法(CE)、酶联免疫法(ELISA)、蛋白磷酸酶抑制-PP1/  
PP2A 法, 以及以产毒基因为基础的产微囊藻毒素藻
株的分子鉴别法等. 有关产毒蓝藻的鉴别, 常规形态
学方法已基本失效. 1996 年, Meissner 等人[5]首次利
用聚合酶链式反应(PCR)方法鉴别产毒和非产毒微囊
藻, 目前已成功应用于不同类型样品产毒微囊藻与
非产毒微囊藻的鉴别, 其可简单、快速、准确地检测
2000 个细胞/mL 水样. 该方法根据毒素合成酶 mcy
基因丛设计引物 ,  特异性地扩增产毒微囊藻的基 
 
 
 
图 4  野外样品杂交后经流式细胞检测效果 
(A) Dianchi709; (B) Dianchi806; (C) Taihu708 
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因片段. 研究发现, 铜绿微囊藻和绿色微囊藻多表现
为产毒特性, 而惠氏微囊藻、挪氏微囊藻(Microcystis 
novaceckii)及鱼害微囊藻多表现为非产毒特性[24~26]. 
但也有研究发现, 在少数微囊藻株中虽检测到
mcy 基因阳性, 但并未检测到微囊藻毒素[27,28]. 即使
在相同的条件下, 不同藻株产毒量差别也较大, 另外
环境因子如营养盐浓度、光照、温度等也可能影响细
胞内微囊藻毒素的含量. 因此了解藻华暴发早期产
毒微囊藻的组成及比例具有重要意义. 原位杂交及
荧光原位杂交技术已被成功应用于蓝藻、原绿球藻及
微微型真核藻等[14~16]. 针对有毒及无毒株的鉴别, 免
疫荧光分析已成功应用于 Pseudonitzschia pungens[29]
和 Prymnesium parvum[30]. 但尚未见有关产毒与非产
毒微囊藻鉴别的相关报道. 本文采用 FISH 标记方法
鉴别有毒及无毒微囊藻株, 该方法具有以下优势: (1) 
克服了交叉反应的问题; (2) 可快速、准确区分野外样
品中产毒及非产毒微囊藻; (3) 可视化加以鉴别.  
流式细胞术是快速鉴定水环境中细菌数目的有
效方法, 通过单细胞或微粒产生的散射光和发射荧
光强度从而对细胞或亚细胞进行快速定量测定和分
析[31]. 本文选取流式细胞术检测产毒微囊藻与非产
毒微囊藻的数量及比例, 利用未标记上的微囊藻的
自发红色荧光与标记上的微囊藻发出的绿色荧光可
以明显地在流式细胞仪上加以鉴别, 方法简单、明了
(图 3). 如样品 Dianchi819 和 Tianhu819 在荧光显微镜
下显示阳性结果分别为 60%和 33%(图 3(A)和(B), 而
流式细胞术显示阳性结果分别为 41.28%和 20.65% 
(表 4), 可能原因是有些细胞聚集, 采用流式细胞检
测时只能记录为一个细胞, 而用荧光显微镜计数时
则记录的是两个细胞(图 3(C)和(D)).  
比较表 3 和 4, FISH 及流式细胞术相结合检测样
品 Dianchi819, Taihu728, Taihu819, 结果显示产毒微
囊藻比例分别为 41.28%, 30.85%, 20.65%, 而根据不
同形态特性及 PCR 结果显示 , 样品 Dianchi819, 
Taihu728, Taihu819 产毒微囊藻比例分别为 50%, 30%
和 20%, 两种方法结果吻合 . 样品 Dianchi525 和
Dianchi611 则有差别, 可能存在两种原因: 一是这两
个样品中的绿色微囊藻有部分不产毒, 二是在进行
间接免疫荧光标记时藻类自发红色荧光背景较强掩
盖了绿色荧光强度.  
 
表 4  FISH 与 FCM 相结合检测实验室培养及野外样品中产毒及非产毒微囊藻含量 
流式细胞技术数据(细胞/mL) 
样品 
发绿色荧光细胞数 a) 发红色荧光细胞数 a) 总细胞数 
非产毒比例(%) 产毒比例(%) 
M.a. PCC7806 41376 598 42074 1.42 98.34 
M.a. FACHB 905 39633 479 40212 1.19 98.56 
M.a. FACHB469 510 20775 24285 85.54 2.10 
M.w. FACHB 929 736 20634 24370 84.66 3.02 
M.a.PCC7806 and M.a.FACHB 469b 9433 10087 20320 49.64 46.42 
M.a FACHB905 and M.w. FACHB929c 11271 12397 24668 50.25 45.69 
Dianchi525 11608 55594 68202 81.51 17.02 
Dianchi611 7911 13254 22165 59.79 35.69 
Dianchi709 3165 16521 20686 79.86 15.30 
Dianchi806 3078 16401 20479 80.08 15.03 
Dianchi819 9150 12015 22165 54.2 41.28 
Taihu708 12905 48437 62342 77.69 20.70 
Taihu728 20830 45690 67520 67.66 30.85 
Taihu806 2577 18114 21691 83.5 11.88 
Taihu819 13098 49330 63428 77.77 20.65 
Guanqiao713 11785 55415 68200 81.25 17.28 
Guanqiao822 17729 42300 61029 69.31 29.05 
a) 鉴别后发荧光数量; b: 50% M.a. PCC7806 和 50% M.a. FACHB 469; c : 50% M. a. FACHB 905 和 50% M. w. FACHB 929 
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总之, 免疫原位杂交与流式细胞术相结合的方法是
进行产毒微囊藻与非产毒微囊藻的定量检测的有效方
法, 该方法对野外样品中产毒微囊藻百分率进行预计, 
对产毒微囊藻水华的暴发也可起到早期预警的作用. 
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